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Leveduras do gênero Saccharomyces são utilizadas em diversos processos 
industriais, dentre eles a fermentação da sacarose para a produção de etanol 
combustível. A utilização da sacarose ocorre pela sua hidrólise extracelular 
mediada pela enzima invertase codificada pelo gene SUC2. A hidrólise libera 
glicose e frutose no meio que são internalizadas pelos transportadores de hexoses 
codificados pelos genes HXT. Entretanto, a presença do transportador de 
membrana codificado pelo gene AGT1 possibilita o transporte direto da sacarose 
para o interior da célula onde a mesma é hidrolisada pela invertase intracelular, ou 
pelas maltases. Apesar das linhagens industriais CAT-1 e PE-2 possuírem o gene 
AGT1 no seu genoma, este gene parece ser não-funcional nessas linhagens. O 
objetivo deste trabalho foi sobre-expressar o gene AGT1 das linhagens CAT-1 e 
PE-2 para avaliar a sua funcionalidade. Para tal, os genes amplificados por PCR 
foram inseridos no vetor de sobre-expressão pGRSd. Os novos vetores foram 
utilizados para transformar a levedura LCM003, que não possui o gene AGT1 no 
seu genoma. Foi observado que as diferenças na composição de nucleotídeos do 
gene AGT1 das linhagens CAT-1 e PE-2, em relação à linhagem de laboratório 
S288C, não interfere na atividade do mesmo quando esse está sobre o controle de 
um promotor forte. Após sequenciar a região promotora do gene AGT1 nas 
linhagens industriais produtoras de etanol, podemos concluir que a falta de 
atividade deste gene está relacionada com uma região promotora defeituosa, 
recentemente descrita também em outras S. cerevisiae utilizadas em processos 
industriais. 






























Yeasts of the genus Saccharomyces are used in various industrial processes, 
including fermentation of sucrose for the production of fuel ethanol. The use of 
sucrose is mediated by this extracellular hydrolysis by the enzyme invertase 
encoded by SUC2 gene. The hydrolysis release glucose and fructose in the 
medium that are internalized by hexose transporters encoded by the HXT genes. 
However, the presence of membrane transporter encoded by the AGT1 gene 
enables direct transport of sucrose into the cell where it is hydrolyzed by 
intracellular invertase, or the maltases. Despite industrial strains CAT-1 and PE-2 
having the AGT1 gene in their genome, this gene appears to be nonfunctional in 
these strains. This work was over-express the gene AGT1 strains CAT-1 and PE-2 
to evaluate its functionality. To this end, the genes amplified by PCR were 
inserted into the vector overexpression pGRSd. The new vectors were used to 
transform the yeast LCM003, which lacks the AGT1 gene in their genome. It has 
been observed that differences in the nucleotide composition of the AGT1 gene of 
the strains CAT-1 and PE-2 compared to laboratory strain S288C does not 
interfere with activity even when it is under the control of a strong promoter. After 
sequencing the AGT1 gene promoter in industrial ethanol-producing strains, we 
conclude that the lack of activity of this gene is linked to a defective promoter 
region recently described also in other S. cerevisiae used in industrial processes. 
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1. INTRODUÇÃO 
 Leveduras do gênero Saccharomyces, destacando-se a espécie S. 
cerevisiae, são utilizadas em diversos processos industriais. São exemplos 
clássicos da utilização dessa espécie de levedura a panificação e a produção 
de bebidas alcoólicas, porém, nas últimas décadas ela vem ganhando 
importância na produção de álcool combustível (BOTSTEIN e FINK, 1988; 
CAVALIERI et al., 2003; LANDRY et al., 2006; MCGOVERN et al., 
2004; WOOLFIT e WOLFE, 2005). Sua utilização na produção de álcool 
se deve à capacidade que essas leveduras apresentam de se adaptar e 
dominar o ambiente através da habilidade de fermentar os açúcares 
presentes no meio, produzindo etanol, mesmo na presença de oxigênio (DE 
DEKEN, 1966; BARFORD e HALL, 1979). Além disso, suportam baixos 
níveis de pH, altas concentrações de etanol e também o estresse osmótico 
decorrente das altas concentrações de açúcares. Portanto, estudar o 
metabolismo de leveduras utilizadas nesses processos é extremamente 
importante para o crescimento dos setores industriais em questão. 
1.1 Álcool combustível  
  A possibilidade de utilizar o álcool produzido na fermentação do 
caldo de cana-de-açúcar como combustível automotivo é conhecida há mais 
de um século, embora a utilização desse combustível não tenha dado certo 
devido à disponibilidade de derivados de petróleo a preços baixos 
(KOVARIK, 1998; MUSSATTO et al., 2010). O preço do petróleo até 
metade do século XX era controlado pelas multinacionais petrolíferas, que 
estabeleciam um sistema de preços, garantindo a apropriação das rendas 
geradas nos campos petrolíferos existentes até então e impedindo que a  
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queda dos custos resultante do desenvolvimento dos novos campos 
repercutisse nos preços internacionais. Controlavam também a produção, 
equilibrando a demanda em crescimento exponencial e a oferta das 
empresas já instaladas, sem permitir a entrada de novos produtores. No 
entanto, após a criação da OPEP (Organização dos Países Exportadores de 
Petróleo) em 1961 mudou-se a configuração pré-existente do 
estabelecimento do preço do petróleo (COELHO, 1999; SANTOS, 1993; 
TAVARES, 2005). 
          Durante a década de 70, os países detentores de reservas 
petrolíferas revisaram concessões de exploração dada às multinacionais e 
assumiram o controle das riquezas nacionais, visando utilizar a renda 
gerada pelo petróleo como principal fonte de financiamento do 
desenvolvimento econômico. Com isso, o controle da produção e das 
reservas de petróleo passou a ser realizado pelas empresas petrolíferas 
estatais recém-criadas nos países da OPEP. Com a nacionalização das 
reservas e do capital petrolífero, em 1973, essa nova organização passou a 
ditar o preço de comercialização do petróleo e o barril passou de US$ 3 
para US$ 12. Entre os anos de 1978 e 1980, no auge do exercício do seu 
poder, houve a elevação do preço do barril de US$ 18 para US$ 36 
(BERTELLI, 2005; COELHO, 1999; TAVARES, 2005). Esses eventos 
foram denominados choques do petróleo porque provocaram uma grave 
crise energética e contribuíram para reduzir o ritmo de crescimento da 
economia mundial. Assim como em outros países, o Brasil também foi 
afetado pela crise, elevando os gastos com importação de petróleo de US$ 
600 milhões em 1973 para US$ 2,5 bilhões em 1974, provocando um 
déficit na balança comercial de US$ 4,7 bilhões (BERTELLI, 2005; 
COELHO, 1999; TAVARES, 2005). 
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 Devido à escalada dos preços do petróleo nos anos 70, os países 
consumidores buscaram reduzir a participação do petróleo nas matrizes 
energéticas de suas economias. Para isso iniciou-se a busca de alternativas  
para a crise, reacendendo o interesse mundial por fontes alternativas de 
energia. Sendo assim, após intensos estudos e debates, e com o objetivo 
principal de substituir o uso da gasolina em veículos leves, o governo 
federal instituiu o Pro-Álcool, através do decreto nº 76.593, de 14/11/1975 
(ALVES, 2002; BERTELLI, 2005; COELHO, 1999; TAVARES, 2005). 
 A primeira fase do programa tinha por objetivo utilizar o álcool 
anidro como aditivo à gasolina, reduzindo desta forma a importação de 
petróleo. Porém, estímulos fiscais e econômicos oferecidos ao programa 
conferiram um impulso ainda maior. Assim, em 1979 iniciou a segunda 
fase do programa, que se caracterizou por produzir álcool hidratado para 
veículos com motores movidos exclusivamente a álcool. 
 Em 1986, dois fatores mexeram com o comércio de combustíveis 
no Brasil: o aumento da produtividade pela agroindústria sucroalcooleira e 
a redução no preço do petróleo e seus derivados. Por consequência, houve 
sobra de álcool no mercado e a necessidade de comercialização do álcool 
hidratado a preços muito inferiores aos da gasolina, exigindo subsídios cada 
vez mais elevados para a sustentação econômica da produção. Nos anos 
seguintes, a baixa cotação do açúcar no mercado internacional e o álcool 
excedente no mercado interno desestimularam o setor produtivo. Com a 
crise de abastecimento, o corte na concessão de subsídios por parte do 
governo e os problemas apresentados com a frota de veículos movido a 
álcool (custo de manutenção e problemas de funcionamento, quando 
comparados com os veículos movidos à gasolina, por ex.: dificuldade de 
partida em dias frios e maior desgaste das peças devido à corrosão), gerou 
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 desconfiança quanto ao desenvolvimento e viabilidade do programa. Dessa 
forma, as montadoras (Figura 1.1) reduziram a fabricação de carros 




Figura 1.1 – Número absoluto de automóveis licenciados no Brasil, 
segundo tipo de combustível, durante os anos de 1975 a 2010 (ANFAEVA, 
2011) 
 
 Após esse período de incerteza em relação ao consumo de álcool 
combustível, houve um novo estímulo. O Plano Real que acabara de ser 
implementado e o alarde de que o petróleo seria extinto num futuro 
relativamente próximo trouxe às pessoas uma visão otimista sobre o álcool, 
sendo esse considerado como uma fonte alternativa de energia que iria 
contribuir e garantir o crescimento econômico nacional, além de ter a 
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vantagem de ser renovável e menos poluente que os derivados do petróleo, 
grandes causadores do efeito estufa e mudanças climáticas.  
 Em 2003, foi introduzida a tecnologia dos motores flex (que 
funcionam com gasolina e álcool em qualquer proporção), possibilitando 
aos consumidores escolher qual combustível colocar no seu veículo, 
baseado no 
 preço de cada um. Com isso, houve uma maior procura pelos carros flex, 
que passaram a dominar o mercado (Figura 1.1), fazendo com que no ano 
de 2010 o volume de etanol consumido (hidratado e anidro) ficasse acima 
do volume de gasolina (AMORIM et al., 2011; MUSSATTO et al., 2010). 
Por outro lado, a demanda por álcool combustível a nível mundial também 
sofreu um incremento significativo, estimulando a produção deste 
combustível renovável. 
1.2 Utilização de açúcares por Saccharomyces cerevisiae 
 Para que ocorra o processo de fermentação em leveduras S. 
cerevisiae é necessário que haja, como passo inicial, o transporte dos 
açucares do meio extracelular para o interior das células (LAGUNAS, 
1993). Os monossacarídeos glicose e frutose são transportador para o 
interior da célula através de um sistema de difusão facilitada, que utiliza 
transportadores de hexoses de alta (Km 1 a 2 mM) e baixa (Km 50-100 mM) 
afinidade, codificados pelos genes HXT. 
 A sacarose é um dissacarídeo formado por uma molécula de 
glicose ligada a uma de frutose, através de uma ligação osídica α1-β2. Essa 
ligação permite que esse carboidrato seja hidrolisado por duas enzimas: por 
α-D-glicosidases, que reconhecem a ligação “Gli-α1”, e por β-D-
frutosidases, que reconhecem a ligação “β2-Fru”. Isso confere duas rotas de 
20 
utilização para a sacarose em S. cerevisiae. Um delas é através da sua 
hidrólise no meio extracelular, pela ação da invertase (β-D-frutosidase) 
extracelular, gerando os monossacarídeos glicose e frutose que são 
internalizados por transportadores HXT. Outra forma de captação de 
sacarose é através do transporte direto do açúcar para o interior da célula 
através do co-transporte de prótons. Esse transporte é realizado com alta 
afinidade (Km 7 mM) pela permease codificada  
pelo gene AGT1 e com baixa afinidade (Km >100 mM) pelos 
transportadores de maltose, codificados pelos genes MALx1 da família 
MAL. Após a internalização a sacarose é hidrolisada pela invertase 
intracelular ou pela maltase (α-D-glicosidase) (BADOTTI; BATISTA; 
STAMBUK, 2006; BADOTTI et al., 2008; BARFORD; PHILLIPS; 
ORLOWSKI, 1992; BATISTA; MILETTI; STAMBUK, 2004; 
MWESIGYE; BARFORD, 1996; ORLOWSKI; BARFORD, 1991). 
 Como mencionado acima, a invertase, em S. cerevisiae possui duas 
formas: uma extracelular (periplasmática) e outra intracelular. Elas podem 
ser codificadas por qualquer um dos genes SUC (SUC1 a SUC5 e SUC7 a 
SUC10), os quais se encontram localizados nos cromossomos II (SUC3), IV 
(SUC5), VII (SUC1), VIII (SUC7), IX (SUC2), X (SUC8), XIII (SUC4 e 
SUC10), XIV (SUC9) e XVI (SUC10) (NAUMOV et al., 1996, NAUMOV 
et al., 2010a e 2010b). O que define se uma invertase vai ser intra ou 
extracelular é o RNA mensageiro (RNAm) do qual as enzimas são 
traduzidas. Uma das formas do RNAm apresenta um peptídeo sinal, 
responsável por direcionar a enzima produzida ao espaço periplasmático, 
dando origem à invertase extracelular. A outra forma de RNAm é menor, 
visto que não contem a informação para a síntese do peptídeo sinal, e 
produz a forma intracelular da invertase. Ambas enzimas possuem 
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características semelhantes no que se refere a pH ótimo (4,6 a 5,0), 
temperatura ótima de atividade (35 a 50 °C), afinidade pela sacarose (Km 25 
mM) e a quantia de aminoácidos (532). No entanto, elas possuem massas 
molares diferentes, sendo ≅135 K.  Daltons para a forma intracelular e 
valores superiores a 270 K. Daltons para a forma extracelular, que pode 
formar complexos enzimáticos com massa superior a 800.000 Daltons 
(Figura 1.2) (ANDJELKOVIC; PICURIC; VUJCIC, 2010; GASCÓN; 




Figura 1.2 – Estrutura dos genes SUC, e síntese da invertase intracelular e 
extracelular. Fonte: Dário (2012). 
 Por outro lado, a utilização de maltose e maltotriose pelas 
leveduras inicia-se pelo transporte ativo para o interior da célula, através do 
simporte com H
+
. A seguir esses carboidratos são hidrolisados por maltases 
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 (α-glicosidases), liberando as moléculas de glicose que serão 
metabolizadas até etanol pela glicólise (ZASTROW et al., 2001). Para que 
haja a utilização desses açucares é necessário que haja a presença dos genes 
MAL no genoma da levedura. Em S. cerevisiae existem cinco loci MAL, 
sendo que cada locus encontra-se em um cromossomo diferente. Esses loci 
podem conter três genes que codificam, cada qual, um proteína específica: 
o gene MALx1 (onde x representa o locus) codifica o transportador de 
maltose; o gene MALx2 codifica a maltase; e o gene MALx3 codifica uma 
proteína reguladora que, na presença de maltose, induz a expressão dos 
genes MAL (Figura 1.3). Esta proteína se liga ao DNA na região promotora 
entre os genes MALx1 e  MALx2 (na chamada sequencia UASMAL), 
induzindo a transcrição dos outros genes MAL (CHANG et al., 1988; 
GOLDENTHAL et al., 1987; LEVINE et al., 1992; SIRENKO et al., 1995). 
 
 
Figura 1.3 - Representação de um locus MAL. As setas maiores (coloridas) 
indicam a posição de cada gene MAL no cromossomo. As linhas 
pontilhadas indicam as proteínas codificadas por cada gene; as linhas 
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contínuas com setas, indução; e as linhas contínuas com pontas rombas, 
repressão. Fonte: Alves Jr. (2010). 
 A presença de glicose, por outro lado, pode reprimir a expressão 
desses genes através de duas maneiras: inibindo a ativação da proteína 
reguladora Malx3p pela maltose, e ativando o repressor Mig1p, que impede 
a transcrição dos três genes MAL ao se ligar à região promotora de cada um 
deles (KIM e MICHELS, 1988; WANG e NEEDLEMAN, 1996). 
 Ao analisarem alelos naturais do transportador de maltose, Han et 
al. (1995) descobriram um gene que passou a ser chamado AGT1, o qual 
codifica  
uma permease responsável pelo transporte ativo de uma série de α-
glicosídeos, incluindo sacarose, trealose, maltose e maltotriose. Essa 
permease é um transportador com alta afinidade (Km 7-9 mM) para sacarose 
e trealose, mas transporta maltose e maltotriose com baixa afinidade (Km 
>20 mM) quando comparada aos transportadores Malx1p, que possuem alta 
afinidade (Km 2-5 mM) pela maltose (STAMBUK e DE ARAÚJO, 2001; 
STAMBUK et al., 2000; VAN DER REST et al., 1995; WEUSTHUIS et 
al., 1993). Segundo Alves e colaboradores (2008), o Agt1p é o único 
transportador de maltotriose em S. cerevisiae, e o mesmo é necessário para 
promover eficiente fermentação desse açúcar (ALVES-JR et al., 2008). 
Embora seja um transportador com especificidade distinta quando 
comparado aos transportadores de maltose codificados pelos genes MALx1 
(específicos para maltose e turanose), a permease Agt1p é aparentemente 
regulada pelos mesmos mecanismos de regulação gênica dos outros genes 
MAL, pois possui uma sequência UASMAL na sua região promotora (Figura 
1.4) (HAN et al.,1995). 
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Figura 1.4 - Representação de um locus MAL contendo o gene AGT1. É 
importante salientar que o gene regulador é mutante e não funcional 
(mal13). Fonte: Alves Jr. (2010). 
 
 A fermentação de sacarose pelo mecanismo de hidrólise extracelular 
(gerando glicose e frutose) rende 4 mol de ATP por molécula de açúcar. 
Quando a sacarose é internalizada pelo transporte ativo e metabolizada 
intracelularmente, o próton que é transportado junto com a sacarose 




(codificada pelo gene PMA1) para manter a força motriz através da 
membrana e prevenir a acidificação intracelular. Para cada H
+
 transportado 
para fora da célula pela H
+
-ATPase é utilizado uma molécula de ATP 
(WEUSTHUIS et al., 1993), reduzindo assim o rendimento energético total 
da fermentação de sacarose em 25% (3 mol de ATP por molécula de 
açúcar, em vez dos 4 mol de ATP). Como consequência, as células que 
possuem transporte ativo e hidrólise intracelular do dissacarídeo irão 
produzir 25% menos biomassa, e 8% mais etanol, quando comparado com a 
fermentação dos monossacarídeos (WEUSTHUIS et al., 1993). 
  Recentemente, o nosso grupo de pesquisa construiu uma linhagem de 
laboratório haplóide, geneticamente modificada (substituindo os primeiros 
60 nucleotídeos que codificam para o peptídeo sinal responsável pela 
secreção da invertase), visando a utilização da sacarose somente pela via 
intracelular. Essa linhagem apresentou um aumento de 4 % no rendimento 
de etanol durante a fermentação anaeróbia em quimiostatos (BASSO et al., 
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2011). Após seleção nesse meio por várias gerações, as células evoluídas 
apresentavam um aumento de 10 vezes na atividade de simporte H
+
-
sacarose, resultando em um aumento de 11 % no rendimento de etanol a 
partir de sacarose. Uma análise transcricional apresentou aumento na 
expressão de genes relacionados com o metabolismo de maltose, incluindo 
o gene AGT1, que se encontrava amplificado nas leveduras evoluídas 
(BASSO et al., 2011). 
 No intuito de tentar melhorar a produção de álcool combustível no 
Brasil, nosso grupo de pesquisa inicialmente verificou se a permease AGT1 
é funcional nas leveduras industriais selecionadas para a produção de etanol 
a partir da sacarose (Basso et al., 2008). As leveduras industriais CAT-1 e 
PE-2 são utilizadas na produção de álcool combustível e, juntas, são 
responsáveis por 60 % da produção anual de álcool combustível no Brasil 
(ANDRIETTA et al., 2007; BASSO et al., 2008). Foi verificado que as 
linhagens industriais CAT-1 e PE-2 possuem o gene AGT1 no cromossoma 
VII, embora aparentemente nestas linhagens este cromossoma também 
possua o gene MAL11 (DUVAL et al., 2010). Apesar dessas linhagens 
possuírem o gene AGT1, este não é funcional uma vez que as mesmas não 
fermentam eficientemente a maltotriose (DUVAL et al., 2010), 
característica que requer o transportador codificado pelo gene AGT1 
(ALVES-JR et al., 2008). 
  A funcionalidade do gene AGT1 nas linhagens industriais 
produtoras de etanol combustível é de extrema importância para que 
possamos modificar o mecanismo de captação de sacarose nessas linhagens. 
Dessa forma, o presente trabalho visa entender as modificações estruturais 
encontradas no cromossomo VII, onde está localizado o locus do gene 
AGT1 nas linhagens industriais produtoras de etanol combustível CAT-1 e 
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PE-2, e identificar as bases moleculares que determinam a aparente não-




2.1 Objetivo geral 
O presente trabalho tem como objetivo geral estudar e avaliar a 
funcionalidade do gene AGT1 das leveduras industriais CAT-1 e PE-2, a 
fim de identificar se a não-funcionalidade desse gene nessas leveduras é 
oriunda de alterações na sua sequência de aminoácidos, ou alterações na sua 
região promotora. 
2.2 Objetivos específicos  
 Isolar o gene AGT1 das linhagens industriais CAT-1 e PE-2 por PCR; 
 Clonar os genes AGT1-cat (da linhagem CAT-1) e AGT1-pe (da 
linhagem PE-2) em vetor de expressão; 
 Transformar a levedura de laboratório LCM003 com os vetores de 
expressão;  
 Avaliar a funcionalidades das regiões codificadoras clonadas; 
 Analisar a região promotora do gene AGT1 das linhagens industriais 
CAT-1 e PE-2. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS  
3.1. Iniciadores, plasmídeos e microrganismos utilizados. 
  Os iniciadores, plasmídeos e microrganismos utilizados nesse 
trabalho estão descritos, respectivamente, nas Tabelas 3.1 a 3.3 abaixo. 
 
Tabela 3.1. – Primers utilizados 
Iniciador Sequência
a


















Os nucleotídeos em negrito denotam o sítio de restrição para BamHI, e as 
sequencias sublinhadas correspondem ao inicio e final do gene AGT1. 
 
 
Tabela 3.2 – Plasmídeos utilizados 








URA3 PGPD-AGT1C-TPGK Este trab. 
pGRSd-AGT1P CEN6 amp
r 





 ori PLAC-msc-LacZ Invitrogen 
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Tabela 3.3 - Características dos micro-organismos utilizados. 
Cepa Genótipo ou descrição Referência 
Escherichia 
coli TOP 10 
F− mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZ∆M15 ∆lacX74 reca1 deoR  
araD139 ∆(arαleu)7697 galU galK rpsL (StrR) ENDa1 nupG . 
Invitrogen 








 SUC2 ura3-52 his3∆1 leu2-
3,112 trp1-289 
ALVES- JR et al. (2008). 
CAT-1 Linhagem Industrial isolada na Usina VO Catanduva, São Paulo/SP, 
em 1998/1999 
 
BASSO et al. (2008) 
PE-2 Linhagem Industrial isolada na Usina da Pedra, São Paulo/SP, em 
1993/1994 
BASSO et al. (2008) 
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3.2 Meios de cultura e condições de crescimento 
Para o cultivo da cepa de E. coli TOP10 foi utilizado o meio LB (Luria-
Bertani) contendo 10 g/L de triptona, 5 g/L de extrato de levedura e 5 g/L de 
NaCl, sendo adicionado 15 g/L de bacto-agar e/ou 200 µg/mL de ampicilina 
quando necessário.  
 Para a manutenção das leveduras foi utilizado meio rico (YP) composto 
de 10 g/L de extrato de levedura e 20 g/L de peptona. A este meio foram 
adicionados 20 g/L dos açúcares glicose, maltose ou maltotriose. Quando 
necessário foi adicionado 3 mg/L de antimicina A (um inibidor da cadeia 
respiratória que permite a seleção de leveduras com somente crescimento 
fermentativo). Alternativamente, foi utilizado um meio sintético contendo 6,7 g/L 
base nitrogenada para leveduras e acrescido de 1,92 g/L de suplementos 
nutricionais para leveduras sem uracila (ambos da Sigma), contendo 20 g/L dos 
açúcares glicose, maltose ou maltotriose. Para a preparação de meios sólidos 
foram adicionados 20 g/L de bacto-agar. Todos os meios para leveduras tiveram 
seu pH ajustado para 5,0 com ácido clorídrico. 
 Para analisar o crescimento das leveduras, as células foram pré-crescidas 
por 48 h em meio YP contendo 20 g/L maltose, e a seguir foi transferido 1% do 
volume de meio de células para frascos Erlenmeyer e incubados com agitação 
(160 rpm) a 28°C. Foram retiradas amostras em intervalos de tempo pré-
determinados e acompanhado o crescimento celular por medida da densidade ótica 
num comprimento de onda de 570 nm. Também foram determinadas a produção 
de etanol e o consumo dos açúcares no meio de cultura, obtido após centrifugação 
das células a 5000 rpm por 5 min. 
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3.3 Métodos de biologia molecular 
 Fragmentos de DNA foram analisados quanto a sua qualidade e concentração 
através de eletroforese em tampão TBE (50 mM Tris, 500 mM de acido bórico e 
25 mM de EDTA) utilizando gel de agarose a 1% corado com brometo de etídio 
(0,5 µg/mL) e visualizado sob luz ultravioleta. Para purificação de plasmídeos, 
uma colônia da bactéria contendo o plasmídeo desejado foi inoculada em meio LB 
líquido contendo ampicilina, incubada “overnight” a 37ºC e 160 rpm. A cultura foi 
centrifugada (5000 g por 3 min), ressuspendida em 100 μL de solução GTE 
contendo 50 mM glicose, 25 mM Tris-HCl pH 8,0, 10 mM EDTA e 1 μL de 
RNAse A (1 mg/mL), e mantida em temperatura ambiente por 5 minutos. A 
seguir, foram adicionados 200 μL de uma solução 0,2 M NaOH/ 1% SDS e 150 μl 
de acetato de potássio 5 M. Após incubação a 0°C, essa mistura foi centrifugada 
(10.000 g por 5 min) e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo estéril, no 
qual foi acrescentado 800 μL de álcool 95%. O DNA foi precipitado por 
centrifugação (12.000 g por 10 minutos), lavado com álcool 70%, e ressuspendido 
em tampão TE (10 mM Tris-HCl e 1 mM EDTA pH 8,0). Os plasmídeos foram 
armazenados sob refrigeração a -20ºC.  
 
3.4 Construção do vetor de expressão do gene AGT1 
 O gene AGT1 foi amplificado do genoma das linhagens industriais CAT-1 e 
PE-2 utilizando os iniciadores BamAGT1F e BamAGT1R (Tabela 3.3). Após a 
amplificação, os produtos de PCR obtidos foram clonados no plasmídeo pCR2.1-
TOPO (Invitrogen) e utilizados para transformar a linhagem de E. coli TOP10. As 
bactérias transformadas foram selecionados em meio LB agar contendo 200 
µg/mL de ampicilina. 
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  O DNA obtido dos clones transformados foi então analisado por digestão 
enzimática utilizando a enzima de restrição BamHI. A recuperação dos fragmentos 
correspondentes as ORFs dos genes AGT1 foi realizada utilizando o Kit GFX PCR 
DNA and Gel Band Purification (Amersham Biosciences, GE Healthcare) de 
acordo com as instruções do fabricante. Os fragmentos purificados foram então 
subclonados no vetor de expressão pGRSd (JULES et al. 2004) previamente 
digerido com BamHI, utilizando a enzima T4 DNA ligase (Invitrogen). Após a 
reação de ligação o sistema foi utilizado para transformar a linhagem de E.coli 
TOP10. Os clones transformantes foram novamente selecionados em meio LB 
agar contendo ampicilina. 
3.5 Transformação da linhagem LCM003 com o vetor de expressão contendo 
o gene AGT1 
 Confirmada a correta construção do vetor de expressão pGRSd contendo 
os genes AGT1-cat e AGT1-pe, foi realizada a transformação da linhagem 
LCM003 (Tabela 3.3) utilizando o método descrito por GIETZ et al. (2006). A 
seleção dos clones transformantes foi realizada em meio YP suplementado com 20 
g/L de maltotriose e 3 mg/L de antimicina A. As culturas foram incubas a 28°C e 
mantidas até 7 dias na estufa. 
3.6 Transporte de p-nitrofenil-α-D-glicopiranosídeo (pNPαG) 
A atividade da permease Agt1p foi avaliada colorimetricamente, utilizando-
se o substrato sintético p-nitrofenil-α-D-glicopiranosídeo (pNPαG) como descrito 
por HOLLATZ et al. (2001). Depois de crescidas em meio mínimo com maltose, 
as células de leveduras foram centrifugadas, lavadas com água e ressuspendidas de 
modo a atingirem a concentração celular de 20 g/L. Um volume de 100 μL dessa 
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suspensão foi adicionado a 100 μL do substrato de transporte (100 mM Tris-
succinato pH 5,0; contendo 10 mM de pNPαG) e incubado à temperatura ambiente 
por 5-10 minutos. A reação foi interrompida pela adição de 1 mL de bicarbonato 
de sódio 2 M (pH >9,0). A seguir as células foram centrifugadas (12.000 g por 3 
minutos) e o p-nitrofenol liberado no sobrenadante estimado por 
espectrofotometria a 400 nm. Todas as determinações foram realizadas em 
triplicata e os controles negativos, com células previamente fervidas, em duplicata. 
As atividades de transporte foram expressas em nmoles de p-nitrofenol liberado 
por mg de células (peso seco) por min. 
3.7 Determinação de glicose, maltose, maltotriose e etanol 
Ao longo do crescimento celular amostras foram retiradas para a 
determinação do consumo de açúcares e da produção de etanol. A glicose foi 
determinada através de um kit enzimático comercial de acordo com as instruções 
do fabricante (BioDiagnostica-Laborclin). Para essa análise, 10 uL de cada 
amostra reagem com 1 mL do reagente de cor desse kit (composto pelas enzimas 
glicose oxidase e peroxidase) através de incubação de 10 min a 37°C. Em seguida, 
a quinonimina (produto de cor avermelhada) produzida na reação foi estimada a 
505 nm, permitindo a determinação da concentração de glicose em cada amostra 
através da correlação com a absorbância apresentada pela solução padrão (1 g/L). 
As concentrações de maltose e maltotriose foram determinadas 
colorimetricamente através da reação com metilamina, em pH alcalino, segundo 
protocolo adaptado de CÁCERES et al. (2000). Inicialmente, 600 uL de amostra 
diluída foram adicionados a 600 uL da solução reagente (NaOH 0,5 M, 
Metilamina 0,5%). Em seguida, essa mistura foi incubada por 5 min a 100°C. Por 
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fim, o composto corado gerado pela reação foi estimado a 540 nm e as 
concentrações de maltose ou maltotriose foram determinadas correlacionando-se a 
absorbância de cada amostra com a equação de reta extraída de uma curva padrão 
construída a partir de uma solução 2% do açúcar correspondente (maltose ou 
maltotriose, conforme o caso). 
O etanol produzido foi quantificado enzimaticamente através da reação 
com a álcool oxidase (AOD, de Pichia pastoris, Sigma) e peroxidase  (POD, de 
raiz-forte, Toyobo) seguindo metodologias adaptadas dos protocolos descritos por 
SALGADO et al. (2000). Para essa determinação, 10 uL de amostra foram 
incubados em placas de 96 poços (de fundo plano) com 200 uL do reagente 
enzimático (0,5 U de 43 AOD/mL, 4 U/mL de POD, 14 mM de 4-aminoantipirina 
e 60 mM de fenol em tampão fosfato de sódio 0,1 M, pH 7,5) por 1 h a 37°C. 
Após incubação, a absorbância foi medida a 415 nm em um leitor de placas 
(Tecan GENios microplate reader) e a concentração de etanol foi determinada pela 
correlação do valor de absorbância apresentada para cada amostra com a equação 
de reta extraída de uma curva padrão construída com soluções padrão de etanol (1-
10 g/L). 
3.8 Sequenciamento da região promotora do gene AGT1 
 Para o sequenciamento da região promotora presente nas cepas CAT-1 e 
PE-2, foi necessário, primeiramente, extrair o DNA genômico das mesmas 
segundo protocolo padrão descrito na literatura (AUSUBEL et al., 1992). Em 
seguida, o DNA de cada linhagem foi amplificado por PCR com os primers E51G-
L55H-R e AGT1promR. Esses produtos de PCR foram então purificados (kit 
Wizard – Promega) e encaminhados para sequenciamento (Centro de estudos do 
genoma humano, USP – São Paulo) com o primer AGT1promF. 
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 As sequências da região promotora das leveduras CAT-1 e PE-2 foram        
alinhadas com os promotores do gene AGT1 das linhagens A60 (GenBank:  
EU864229.1), A15 (GenBank: EU864227.1), RM11-1a (www.broad.mit.edu) e 
S288C (www.yeastgenome.org/) utilizando o programa Clustalw 
(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) ou BLASTN 
(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Alternativamente, foi utilizado o contig2 do 
genoma sequenciado da CAT-1 (Babrzadeh et al., 2012). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO  
 
4.1 Funcionalidade do gene AGT1 das linhagens CAT-1 e PE-2 
 As leveduras industriais CAT-1 e PE-2 são utilizadas na produção de 
álcool combustível, mas estas leveduras aparentemente não possuem o gene AGT1 
funcional por que não fermentam a maltotriose (Alves-Jr et al., 2008; Duval et al., 
2010), embora foi descrita a presença do gene AGT1 no cromossomo VII destas 
linhagens (Duval et al., 2010; Babrzadeh et al., 2012). Alves-Jr (2010) sequenciou 
a região codificante (ORF) do AGT1 das linhagens CAT-1 e PE2 no intuito de 
investigar se haveria alguma mutação (ou polimorfismo) no alelo AGT1 presente 
nessas linhagens que pudesse provocar a perda de funcionalidade da permease 
codificada, como já descrito na literatura (VIDGREN et al., 2005). Curiosamente, 
verificou-se que todas as mutações observadas na permease Agt1p presente nas 
cepas CAT-1 e PE-2 (Tabela 4.1) já foram encontradas em diversas permeases 
Agt1p sequenciadas de outras linhagens industriais e que codificam uma proteína 
com 616 aminoácidos (SMIT et al., 2007; VIDGREN et al., 2005). Os 
polimorfismos na sequencia de aminoácidos da CAT-1 e PE-2 é praticamente 
idêntica à encontrada no AGT1 da linhagem industrial A60 (embora a proteína 
desta linhagem possua outros polimorfismos não mostrados na Tabela 4.1), com 
exceção da região C-terminal onde duas modificações encontradas são idênticas às 
descritas no gene AGT1 da linhagem WH310. Este resultado sugere, em princípio, 
que o AGT1 das linhagens CAT-1 e PE-2 poderiam codificar uma proteína 
funcional. Por outro lado, vale ressaltar que, apesar das mutações já terem sido 
encontradas em alelos que codificam permeases funcionais, o sequenciamento por 
si só não permite descartar a hipótese de perda de funcionalidade desse 
transportador em virtude da combinação das mutações presentes.  
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Tabela 4.1 Polimorfismos na sequencia de aminoácidos do gene AGT1 em 
diferentes linhagens de levedura, comparado com a linhagem S288C. 
Posição
 
S288C CAT-1 PE-2 A60 A15 WH310 WH314 
40 D N N N N N N 
78 M T T T   T T 
102 K I I I   I I 
128 S N N N N N N 
164 L Q Q Q Q Q Q 
175 T P P P T P P 
215 I V V V V V V 
219 I M M M M M M 
226 S G G G G G G 
228 A T T T T T T 
333 V I  I I   I I 
359 N D D D D D D 
375 T A A   A     
381 S T T T T     
385 V C C C C C C 
395 E 
   
Stop 
  409 L V V V V V V 
448 I V V V V     
459 S G G G 
 
G G 
488 A T T T 
 
T T 
509 L I I   
 
I I 
556 T S S     S   
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 Devido à importância do transporte ativo de sacarose na fermentação 
alcoólica, resolvemos estudar se as combinações de mutações encontradas no gene 
AGT1 de cada linhagem industrial tornam a proteína não-funcional. Para tal, 
inserimos a ORF do gene AGT1 da CAT-1 e PE2 no plasmídeo de expressão 
pGRSd (Figura 4.1). Após a recuperação dos plasmídeos recombinantes, para 
confirmar a construção correta dos plasmídeos, foi realizada digestão do DNA 
com a enzima de restrição BamHI, que liberou um fragmento de aproximadamente 
1,8 Kb correspondente ao gene AGT1 (Figura 4.1). Os novos plasmídeos foram 
nomeados de pGRSd-AGT1C (AGT1 da linhagem CAT-1) e pGRSd-AGT1P 
(AGT1 da PE-2). A seguir estes plasmídeos foram introduzidos na levedura de 




Figura 4.1. A – Estrutura do plasmídeo pGRSd-AGT1. B – Gel de agarose 
mostrando os produtos da digestão com a enzima BamHI. 
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 Os clones transformantes foram selecionados de duas formas: primeiramente 
foram inoculados em placas com meio mínimo sem uracila, pois o plasmídeo 
pGRSd contém o gene URA3 (Figura 4.1) como marcador da transformação. 
Após, os clones URA+ (Figura 4.2) foram inoculados em placas contendo 
maltotriose mais antimicina A, pois somente os transformantes que estavam sobre-
expressando o gene AGT1 seriam capazes de crescer neste meio. Este foi o 
primeiro indício de que as OFRs do gene AGT1 das linhagens CAT-1 e PE-2 
codificavam para proteínas funcionais. Foram selecionados os clones LCM003C 
(com o plasmídeo contendo o gene AGT1 da CAT-1) e LCM003P (com o gene 











Figura 4.2 - Crescimento no meio de cultura sem uracila. Na placa foram 
inoculadas as cepas LCM003, LCM003C e LCM003P. 
 
      A fim de avaliar se as células transformadas apresentavam a permease 
Agt1p funcional, realizamos o ensaio de transporte de pNPαG, substrato sintético  
 LCM003 
LCM003C LCM003P 
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transportado com alta afinidade pela permease AGT1 (Hollatz & Stambuk, 2000). 
Enquanto que a linhagem LCM003 (agt1Δ) não é capaz de transportar de 
pNPαG, com os clones transformantes LCM003C e LCM003P foi obtida uma 









respectivamente. Para aprofundar a análise sobre a permease em questão, foi 
realizada uma cinética de crescimento com maltotriose como substrato, uma vez 
que a levedura LCM003 não é capaz de transportar este açúcar (Alves-Jr et al., 
2008). A sacarose não foi utilizada como substrato, pois a LCM003 possui o gene 
SUC2 normal no seu genoma, o que levaria a completa hidrólise da sacarose 
extracelularmente, antes dela ser transportada. 
  O crescimento, consumo e fermentação de maltotriose pelas leveduras 
transformadas com o pGRSd-AGT1C e pGRSd-AGT1P podem ser visualizados 
na Figura 4.3. As transformantes apresentaram uma produção de biomassa 
semelhante, enquanto que a parental LCM003 não foi capaz de crescer neste meio. 
A maltotriose foi completamente consumida após 12 horas de crescimento pelas 
leveduras transformantes, que produziram cerca de 6,5 g/L de etanol (Figura 4.3). 
Como esperado, a cepa parental LCM003 não foi capaz de consumir a maltotriose 
mesmo após 36 horas de crescimento. Esses dados comprovam que a ORF do 
gene AGT1, das leveduras CAT-1 e PE2, é capaz de gerar transcritos funcionais, e 
que a combinação de mutações não altera a atividade da mesma. Portanto, a seguir 


















































Figura 4.3. Curva de crescimento (painel superior), consumo (painel do meio) e 
fermentação (painel inferior) de 2% de maltotriose pelas linhagens LCM003, e 
esta mesma linhagem transformada com os plasmídeos pGRSd-AGT1C 
(LCM003C) e pGRSd-AGT1P (LCM003P). 
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4.2 Análise da região promotora do gene AGT1 das linhagens CAT-1 e PE-2 
Quando Han e colaboradores (1995) descreveram o gene AGT1, foi 
mostrado que este gene faz parte de um locus mal1g parcialmente funcional (um 
locus com apenas o transportador e maltase funcionais), sendo que entre os genes 
AGT1 e MAL12 (maltase) existe uma região UASMAL a aproximadamente 415 
nucleotídeos do começo do gene AGT1 (vide Figura 1.4), numa estrutura comum à 
região promotora de vários outros genes MAL (p.ex. MAL31 e MAL32, ou MAL61 
e MAL62) presentes em leveduras, incluindo o locus mal3g da linhagem de 
laboratório S288C, que também possui o locus mal1g contendo o gene AGT1 
(HONG & MARMUR, 1987; FEUERMANN et al., 1995; VOLCKAERT et al., 
1997). Entretanto, quando Alves-Jr (2010) tentou amplificar a região promotora 
das linhagens CAT-1 e PE-2 utilizando primers que anelavam na sequência 
UASMAL do locus mal1g (HAN et al., 1995), não foi possível obter qualquer 
fragmento de DNA, indicando que a região promotora do gene AGT1 nestas 
linhagens industriais era provavelmente diferente à existente nas linhagens de 
laboratório. 
De fato, recentemente Vidgren e colaboradores (2011) mostraram que a 
região promotora do gene AGT1 presente em várias leveduras Saccharomyces, 
incluindo a linhagem RM11-1a e as leveduras industriais A15 e A60, era diferente 
de aquela encontrada normalmente nas leveduras de laboratório, e enquanto que o 
promotor presente na linhagem A60 é induzido por maltose, o promotor presente 
no gene AGT1 da linhagem A15 não é induzível por maltose (VIDGREN et al., 
2011). Cabe salientar que o gene AGT1 da linhagem A15 é truncado e não 
funcional por possuir uma mutação que introduz um códon de parada de leitura no 
lugar do aminoácido 395 do AGT1 normal (vide Tabela 4.1 acima). O gene AGT1 
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da linhagem RM11-1a é também truncado e não funcional (DUVAL et al., 2010), 
mas o da linhagem A60 codifica uma permease funcional (vide Tabela 4.1). 
Os primeiros 314 nucleotídeos nestes promotores são idênticos aos 
encontrados nos genes AGT1 de linhagens de laboratório, mas a partir desse ponto 
a sequencia de nucleotídeos difere significativamente. Alves-Jr (2010) mostrou 
que utilizando os primers AGT1promF e AGT1promR (Tabela 3.1 acima), 
desenhados com base na sequencia do promotor da linhagem A15, era possível 
obter um fragmento de DNA de aproximadamente 1.300 nucleotídeos a partir do 
DNA das linhagens CAT-1 e PE-2, indicando uma possível semelhança entre estas 
regiões promotoras do AGT1 presente em linhagens industriais (ALVES-JR, 
2010). Para podermos analisar as modificações existentes na região promotora do 
gene AGT1 nas leveduras industriais, foi amplificado a região promotora das cepas 
CAT-1 e PE-2 com os primers E51G-L55H-R e AGT1promR (Tabela 3.1), 
obtendo-se fragmentos de aproximadamente 1.730 nucleotídeos para ambas as 
linhagens. Após realizado o sequenciamento destes fragmentos, a Figura 4.4 
mostra o alinhamento das sequências obtidas da região promotora da CAT-1 e 
PE2 com a região promotora do gene AGT1 das cepas A15, A60, RM11-1a e 
S288C. Os dados desse alinhamento nos permitiu verificar que a região do 
nucleotídeo -1 ao -314 (contado a partir do códon de iniciação do gene AGT1) da 
levedura S288C apresenta alta homologia com as demais sequencias analisadas, 
mas após o nucleotídeo -314, essa homologia cai drasticamente. A partir deste 
ponto as regiões promotoras da CAT-1 e PE-2 passam a ser muito semelhantes a 
aquelas encontradas nas linhagens A15, A60 e RM11-1a, sendo que a maior 
identidade de sequencia (>99%) ocorre com a região promotora da linhagem 
RM11-1a e A15, e é menor com o promotor da linhagem A60 por esta possuir 
mais uma região de ligação ao ativador MALx3 localizado numa região exclusiva 
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Figura 4.4. Alinhamento das regiões promotoras do gene AGT1 presente nas linhagens S288C, A60, A15, PE-2 
(AGT1_promP), CAT-1 (AGT1_promC), e RM11-1a. Em verde encontram-se os sítios de ligação para o ativador 
MALx3, e em caixas pretas o sítio de ligação para o repressor MIG1. 
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4.3 Análise do locus MAL1 da levedura CAT-1 
 Graças ao sequenciamento completo do genoma da CAT-1 
(BABRZADEH et al., 2012), foi possível analisar em mais detalhe o locus MAL1 
em que está presente o gene AGT1 nessa levedura. Nossos resultados (Figura 4.5) 
indicam que de fato a região telomerica do cromossoma VII destas duas leveduras 
difere significativamente, uma vez que o gene AGT1 esta distanciado 
aproximadamente 12,2 Kb do gene da maltase (MAL12), enquanto que na cepa 
S288C esta distância é de apenas 785 nucleotídeos.  
 
 
Figura 4.5. Representação do locus MAL1 presente no cromossoma VII das 
linhagens S288C e CAT-1. Em (A) está representada a quantidade de nucleotídeos 
homólogos entre regiões correspondentes, e a porcentagem de homologia, em (B) 
esta a representação dos genes e região UASMAL, e em (C) a posição relativa de 
cada sequência no cromossoma VII da cepa S288C ou contig2 da cepa CAT-1.  
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 Por outro lado, a grande semelhança entre a região promotora das linhagens 
CAT-1 e A15 (Figura 4.6), com a presença de apenas 2 sítios de ligação para o 
ativador MALx3 próximos ao gene AGT1, podem explicar a não funcionalidade 
desta permease nas linhagens industriais uma vez que Vidgren e colaboradores 
(2011) já demonstraram que a região promotora da linhagem A15 não é induzida 
por maltose. Embora Bell e colaboradores (1997) tenham mostrado que conforme 
aumenta a distância do sítio UASMAL em relação ao inicio do gene, menor é a 
indução dos genes pela maltose, o promotor da linhagem A60 (semelhante ao das 
linhagens A15, RM11-1a, CAT-1 e PE-2) é normalmente induzido pela maltose, 
indicando que não apenas a distância da região UASMAL é importante, mas 
principalmente a presença de 3 sítios para a ligação do ativador MALx3 
encontrado no promotor da A60 (Figura 4.4) e S288C, parece ser fundamental 
para a ativação dos genes MAL (VIDGREN et al., 2011).  
 
 
Figura 4.6. Comparação das regiões promotoras do gene AGT1 presente nas 
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5. CONCLUSÕES 
 
 Nossos resultados indicam que a não-funcionalidade da permease AGT1 
nas linhagens industriais brasileiras CAT-1 e PE-2, utilizadas na produção de 
álcool combustível, não é decorrente de alterações na sequência de aminoácidos 
do gene AGT1, já que após a clonagem dos respectivos genes e sobre-expressão 
numa linhagem agt1∆, a mesma passou a crescer, consumir e fermentar 
eficientemente maltotriose.  
 A nossa analise da região promotora das cepas industriais estudadas 
revelou que provavelmente seja a falta de indução do gene AGT1 o responsável 
pela não-funcionalidade desta permease. Este resultado fornece informações que 
podem ser uteis para a produção/modificação de leveduras industriais brasileiras 
com um melhor perfil fermentativo para sacarose (através do transporte ativo deste 
açúcar), assim como para a fermentação de mostos ricos em maltotriose obtidos da 
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